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RESUMEN

El presente estudio se realizo con el objetivo de comprobar la patogenicidad de Verticillium
albo-atrum, hongo asociado al decaimiento y muerte de plantas de kiwi dorado (Actinidia
chinensis) cultivar Hort16A. Con este propoésito plantas de Hort16A de un afo de edad
injertadas sobre Hayward (Actinidia deliciosa) se inocularon con una suspension conidial
de 10° conidias'ml . Al cabo de sesenta dias, solamente las plantas inoculadas con V. albo-
atrum manifestaron sintomas de clorosis, marchitez y defoliacion. Desde plantas con
sintomas se recuperd en medio de cultivo Agar Agua y Agar Papa Dextrosa a V. albo-
atrum, identificado morfologicamente y mediante la amplificacion del espacio intergénico
entre los genes 18S y 28S que codifican para el RNA ribosomal del micelio del hongo.
Desde tejido vegetal de plantas de kiwi dorado con sintomas se comprobo la presencia de
V. albo-atrum utilizando la técnica de PCR anidado.

Se realiz6 un estudio comparativo de la morfologia y temperatura 6ptima de desarrollo
entre V. albo-atrum y V. dahliae. Destacandose como la principal diferencia morfologica la
presencia de hifas melanizadas en V. albo-atrum y la formacién de microesclerocios en V.
dahliae. La temperatura optima de crecimiento para V. albo-atrum fue de 20°C y de 25°C
para V. dahliae.

Palabras claves: ADN, morfologia, marchitez, hifas melanizadas, temperatura 6ptima.



ABSTRACT

The objective of this study was to verify the pathogenicity of Verticillium albo-atrum, fungi
associated with decline and death of gold kiwifruit (Actinidia chinensis) cultivar Hort16A.
For this purpose Hort16A plants of one year old grafted on Hayward (Actinidia deliciosa)
were inoculated with a suspension of 10° conidias'ml . After sixty days, only plants
inoculated with V. albo-atrum showed symptoms of chlorosis, wilting and defoliation. The
isolated fungus from symptomatic plant was recovered in water agar and potato dextrose
agar medium and identified morphologically and by amplification of intergenic space
between rRNA 18S and 28S coding genes of V. albo-atrum mycelium. From symptomatic
plants tissue was detected the presence of V. albo-atrum using nested PCR.

It was performed a comparative study of morphology and optimum temperature growth
between V. albo-atrum and V. dahliae, being the main morphological difference the
presence of melanized hiphae on V. albo-atrum and of microesclerotia on V. dahliae. The
optimum growth temperature of V. albo-atrum and V. dahliae were 20°C and 25°C
respectively.

Keywords: DNA, morphology, Wilting, melanized hiphae, optimum temperature.



INTRODUCCION

En Chile la fruticultura ha experimentado en los ultimos afios un cambio de cultivares y
especies frutales, principalmente por el aumento en los costos de produccion y el menor
retorno. Como consecuencia de lo anterior, entre los frutales que han variado su superficie
plantada se encuentra el kiwi (Actinidia deliciosa Chevalier).

De acuerdo a FAO, la superficie mundial plantada de kiwi en 2008 era de 82.258 hectareas,
con una produccion total de 1.308.424 toneladas, siendo Italia y Nueva Zelanda los
principales paises productores. La participacion de Chile como productor mundial
corresponde a un 13% del volumen total, convirtiéndose de esta forma en el tercer
productor de kiwi (FAO, 2010).

En el afio 2009 Chile exportdé 182.770,8 toneladas de kiwi, siendo Italia y EE.UU los
principales destinos, logrando un aumento de un 14% en la produccion, pero obteniendo
menores utilidades respecto al afio anterior (ODEPA, 2010a).

Actualmente la superficie total de kiwi es de 10.769 hectareas, concentrandose
preferentemente entre las regiones Metropolitana y VII, siendo Hayward el principal
cultivar en produccion (ODEPA, 2010b). De la superficie total de kiwi, solo 140 hectareas
(afio 2003) corresponden a kiwi dorado (Actinidia chinensis Planch) cultivar Hort16A, cuya
licencia pertenece a Zespri, Nueva Zelanda.

El cultivar Hort16A se caracteriza por ser una planta muy vigorosa y que generalmente se
injerta sobre patron Hayward o Bruno, presentando una brotacion y floracion entre 3 a 4
semanas antes que Hayward y una cosecha posterior. El rendimiento alcanzado por el
cultivar Hort16A oscila entre 30 y 36 ton/ha promedio, muy superior a la produccion que
alcanza Hayward (18 ton/ha) (Patterson et al., 2003; FAO, 2010).

Las especies del género Actinidia son en general bastante sanas, produciéndose en algunos
huertos organicamente. Sin embargo, la introduccion y propagacion de material infectado
desde vivero o por establecimiento en suelo de replante contaminado, favorece la infeccion
por hongos del suelo y posterior perdida de plantas.

Durante los ultimos afios se han observado grandes pérdidas por decaimiento y muerte de
plantas en huertos nuevos de kiwi dorado cultivar Hortl6A, tanto en la Region
Metropolitana como en la VI Region, lo cual ha reducido significativamente la superficie
de Hortl6A a solo 4,03 hectareas (ODEPA, 2010c). Asociado a plantas afectadas con
sintomas de marchitez y muerte parcial, se ha recuperado e identificado en forma
consistente a Verticillium albo-atrum (Auger et al., 2009a; Auger et al., 2009b).

La identificacion de Verticillium spp. se basa en el tipo de estructura de sobrevivencia que
presenta, tales como: micelio pigmentado, microesclerocios pigmentados o clamidosporas



(Pegg y Brady, 2002; Klosterman et al., 2009). Verticillium dahliae Klebahn se caracteriza
por producir microesclerocios melanizado como estructura de sobrevivencia, mientras que
V. albo-atrum presenta hifas melanizadas (micelio en latencia) y ausencia de
microesclerocios (Talboys, 1960; Isaac, 1967; Pegg y Brady, 2002). Otra forma de
distinguir V. dahliae de V. albo-atrum es la temperatura 6ptima de crecimiento de las
estructuras de sobrevivencia y el grado de germinacion conidial (Lachquer y Sedra, 2002),
ademas del desarrollo del patégeno en medio de cultivo “Talboys” (Talboys, 1960).
Cuando no es posible diferenciar morfologicamente a Verticillium spp., la forma mas
adecuada de identificacion es mediante métodos moleculares (Barbara y Clewes, 2003;
EPPO, 2007).

De acuerdo a Pegg y Brady (2002) la temperatura es el factor ambiental mds importante,
afectando no so6lo la germinacion conidial de Verticillium spp. y el desarrollo de la
enfermedad, sino que también la distribucion geografica de V. albo-atrum y V. dahliae. V.
dahliae se encuentra principalmente en condiciones de climas templados y suelos delgados,
detectandose su presencia principalmente en EE.UU, Canada e Israel; en cambio, V. albo-
atrum se desarrolla preferentemente en climas frios de ambientes humedos y lluviosos de
suelos pesados, tipicos del Noreste de Europa, Este de Canadd y EE.UU (Pegg and Brady,
2002). Por el contrario EPPO (2003) indica que V. albo-atrum predomina en zonas
templadas y V. dahliae se asocia mas a areas tropicales y subtropicales.

Verticillium spp. se caracteriza por sobrevivir como micelio en el suelo, en el interior de
plantas perennes, en organos de propagacion (bulbos, tubérculos o semillas) o bien en
residuos de plantas enfermas (Fradin y Thomma, 2006; Qin et al., 2006).

La penetracion y establecimiento de la infeccion se produce en la mayoria de los
hospederos a los 4 dias (Pegg y Brady, 2002). Cuando el patéogeno coloniza el sistema
vascular de tallos y raices, provoca marchitez en los tejidos afectados (Qin et al., 2006).
Generalmente la propagacion del patdgeno ocurre mediante la utilizacién de herramientas
contaminadas, suelo contaminado, riego y uso de material de propagacion infectado en
vivero (Hoitink y Krause, 1999; Fradin y Thomma, 2006). Sin embargo, Isaac (1953)
considera que el contacto raiz-raiz es la forma mas comun y rapida de propagar Verticillium
spp. La infeccion de raices por parasitos, como nematodos, puede intensificar la incidencia
y severidad de enfermedades causadas por hongos del suelo, ya que los nematodos
producen heridas en el sistema radical, ocasionando de esta forma un sitio potencial de
penetracion. Estas heridas, al incrementar la cantidad de exudados radicales, atraen a los
patogenos, estimulando de este modo la germinacién conidial (Fradin y Thomma, 2006).

Nematodos tanto endoparasitos (Globodera spp., Heterodera spp., Rotylenchulus spp. y
Pratylenchus spp.), como ectoparasitos (Xiphinema spp. y Longidorus spp.) han sido
asociados al desarrollo de enfermedades por hongos del suelo (Back et al., 2002). De
acuerdo a estudios realizados por Mckeen y Mountain (1960) y Jacobsen et al. (1979) al
asociarse V. albo-atrum con los nematodos Meloidogyne hapla o Pratylenchus penetrans se
produce una relacion sinérgica en la severidad de la enfermedad en plantas de berenjena
(Solanum melongena L.). En papa (Solanum tuberosum L.) la asociacion entre los



nematodos Pratylenchus spp. y Globodera spp. y V. dahliae ha provocado importantes
danos (Back et al., 2002). También en cultivos de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)
y menta (Menthax piperita L.) se han observado asociaciones entre Verticillium spp. y
Pratylenchus spp. (Jacobsen et al., 1979).

A diferencia de V. dahliae que afecta un amplio rango de plantas hospederas como
pimiento (Capsicum annuum L.), papa, tomate, vides (Vitis vinifera L.), olivo (Olea
europaea L.) y frutilla (Fragaria x annanasa Duchesne) entre otros, V. albo-atrum en
cambio, presenta un menor rango de hospederos, siendo principalmente patogeno de alfalfa
(Medicago sativa L.), lapulo (Humulus lupulus L.), haba (Vicia faba L.), tomate y papa
(Fradin y Thomma, 2006).

El patron general de sintomas encontrados en la mayoria de los hospederos herbaceos y
lefiosos, corresponde a una pérdida parcial o total de turgor y a una clorosis, marchitez y
necrosis (Pegg y Brady, 2002; Fradin y Thomma, 2006). Asociado con estos sintomas y
dependiendo de la edad y hospedero, puede ocurrir un menor crecimiento y desarrollo de la
planta (Pegg y Brady, 2002). En lupulo, por ejemplo, se observa un engrosamiento del
tejido, rugosidad de la epidermis y decoloracion del sistema vascular, disminuyendo la
produccion y provocando eventualmente la muerte de las plantas afectadas (Otero et al.,
2004; EPPO, 2007).

En varias especies vegetales, la marchitez de brotes jovenes puede ocurrir durante periodos
calidos del dia y la planta se recupera durante la noche, por lo tanto es dificil de
diagnosticar basandose tnicamente en la expresion de sintomas (Fradin y Thomma, 2006).

La utilizacion de material de propagacion sano, el establecimiento de huertos en suelos
libres del patogeno, la remocion de plantas afectadas y uso de cultivares resistentes, son las
principales medidas de control (Morera et al., 2005; Fradin y Thomma, 2006). El uso de
patrones resistentes en plantas de olivo y vides ha sido descrito como el mejor método de
control contra V. dahliae (Cirulli, 1975). Otras alternativas de control son la solarizacion,
fumigacion quimica del suelo o la rotacion de cultivos, sin embargo, tales medidas resultan
poco eficientes al momento de implementarlas, debido principalmente a la duracién de
éstas y a la viabilidad de las estructuras de resistencia del patégeno (Huisman y Ashworth,
1976; Fradin y Thomma, 2006). Como alternativas de manejo, actualmente se encuentran
en desarrollo programas de control basados en la incorporacion de biocontroladores, como
patdgenos antagdnicos, micorrizas, rizobacterias antagénicas, en combinacidn con
aplicaciones de nitrégeno o enmiendas organicas al suelo (Fradin y Thomma, 2006).
Berbegal et al. (2008) obtuvieron bajos niveles de indculo al tratar el suelo con enmiendas
quimicas y residuos de coliflor (Brassica oleracea L. var. botrytis L.). Por otra parte,
rotaciones con brocoli (Brassica oleracea L. var. italica Plenck) en cultivos de frutilla, han
reducido las poblaciones de Verticillium ssp. presentes en el suelo (Subbarao et al., 2007;
Njoroge et al., 2009).

Es por eso, que la temprana, rdpida y precisa deteccion e identificacion del patdogeno en
plantas o suelo, es esencial para reducir el riesgo de propagacion, especialmente cuando



éste tiene un amplio rango de hospederos (Schena et al., 2004). La deteccion de V. albo-
atrum en los tejidos de la planta se puede realizar desde la raiz hasta la parte superior del
sistema vascular. Un corte en la seccion transversal del tallo, revela frecuentemente un
pardeamiento del tejido, incluso cuando los sintomas externos aun no se han presentado
(EPPO, 2007).

En la actualidad, diversas técnicas moleculares estan siendo utilizadas para la deteccion,
monitoreo, cuantificacion y estimacion de la densidad de propagulos de Verticillium spp.,
tanto en el suelo como en la planta (Mercado-Blanco et al., 2001; Mercado-Blanco et al.,
2002; Paplomatas, 2004; Fradin y Thomma, 2006). Tales técnicas se refieren al uso de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), Restriccion de Fragmentos de Longitud
Polimérfica (RFLP), Amplificacion Aleatoria de Fragmentos de ADN Polimoérfico (RAPD)
y la Secuenciacion de Espacios Intergénicos (IGS) (Griffen et al., 1997, Radisek et al.,
2006). Nazar et al. (1991) y Robb et al. (1993) describieron la metodologia PCR utilizando
partidores universales que amplifican las regiones internas ITS1 e ITS2 del gen del ADN
ribosomal para distinguir entre V. albo-atrum, V. dahliae y V. tricorpus. Avances en la
determinacion nucleotidica de la region ITS del ADNr han proporcionado un diagnéstico
confiable y preciso de Verticillium spp. (Moukhamedov et al., 1994).

La deteccion de patdogenos de plantas mediante la técnica de PCR tiene importantes
ventajas en comparaciéon al método tradicional (Henson y French, 1993), debido a la
rapidez (1 a 2 dias), sensibilidad, reproductibilidad y confiabilidad que presenta por sobre
la recuperacion in vitro (Robb et al., 1994; Mahuku et al., 1999; Platt y Mahuku, 2000). El
método de cultivo en medio artificial es de menor sensibilidad ya que requiere de un largo
periodo de incubacion (1 a 2 semanas), pudiendo obtener asi una alta proporcion de
resultados negativos. A esto se suma el problema de la presencia de patdgenos
contaminantes, debido al largo periodo de incubacion de las muestras, lo cual puede guiar a
un erroneo diagnostico del patogeno (Dhingra y Sinclair, 1985; Plasencia y Banttari, 1997;
Platt y Mahuku, 2000).

De esta forma, tanto la técnica de PCR directo como nested PCR (PCR anidado) pueden ser
utilizados para la deteccion del patdégeno mediante la propagacion de material vegetal
infectado (Karajeh y Masoud, 2006).



Hipdtesis

Verticillium albo-atrum es el agente causal de los sintomas de marchitez y decaimiento en
plantas de kiwi dorado cultivar Hort16A.

Objetivos

1. Mediante los postulados de Koch, comprobar la patogenicidad de V. albo-atrum en
plantas de kiwi dorado Hort16A.

2. Detectar molecularmente la presencia de V. albo-atrum en plantas de kiwi dorado
Hort16A con sintomas de marchitez y decaimiento.

MATERIALES Y METODO



Lugar de investigacion

El ensayo de campo y posterior andlisis de las plantas inoculadas se efectu6 en el Campus
Antumapu y en el Laboratorio de Fitopatologia Frutal y Molecular del Departamento de
Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile.

Materiales y reactivos

Medios de cultivos
- Agar agua con antibidtico (AA): Siembra de muestras de plantas.

- Agar Papa Dextrosa (APD): Inoculacion, repique, mantencion de cultivo puro del
patdgeno y crecimiento miceliar.

- Caldo glucosado (CG): Siembra de micelio puro del patdogeno y obtencién de biomasa
utilizada en extraccion de ADN.

- “Talboys” (PLYA): Caracterizacion morfologica de los aislados de V. albo-atrum y V.
dahliae (Talboys, 1960).

Inoculacion artificial de plantas

Cultivos: Cultivo puro de V. albo-atrum.

Plantas: Plantas de kiwi dorado cultivar Hortl 6A injertadas sobre patron Hayward de un
afio de edad.

Identificacidn y caracterizacion morfologica

Cultivos: Cultivos puros de V. albo-atrum y V. dahliae.

Equipos utilizados: Camara de flujo laminar vertical (Factomet \r) modelo VR 24242,
camara de crecimiento Precision Scientific modelo 805 incubator, microscopio Nikon
labophot.

Aislamiento y cultivo del material fungico

Reactivos y materiales: Alcohol técnico 95%, cloro 2%, agua destilada estéril, papel



absorbente, placas de Petri (90 mm).

Equipos utilizados: Camara de flujo laminar vertical (Factomet \r) modelo VR 24242,
camara de crecimiento Precision Scientific modelo 805 Incubator, Micro centrifuga modelo
Micro Spin 128 de Sorvall Instruments.

Extraccion de ADN

Reactivos y materiales: Acetato de amonio 7,5 M, agua destilada estéril, buffer fosfato,
buffer SDS, cloroformo alcohol isoamilico (24:1), etanol 70%, isopropanol, buffer CTAB,
cloroformo octanol (24:1), RNasa.

Equipos para la extraccion del ADN: Camara de mantencion bafio himedo Memert, Micro
centrifuga modelo Micro Spin 12S de Sorvall Instruments, agitador Thermolyne Maxi Mix
type 37600 Mixer, Refrigerador Samsung modelo Cool Tech, Thermo scientific Revco -
80°C, liofilizador L101 Liotop.

Amplificacion de ADN

Reactivos y materiales para PCR: Buffer PCR 10x, MgCl, 50 mM, dNTPs 100 mM, Taq
DNA polimerasa 5U, partidores 100 mM, agua destilada estéril, ADN V. albo-atrum, ADN
Botrytis cinerea.

Equipos para PCR: Micro centrifuga modelo Micro Spin 12S Sorvall Instruments, agitador
Thermolyne Maxi Mix type 37600 Mixer, Refrigerador Samsung Cool Tech, termociclador
Esco.

Reactivos y materiales para electroforesis: Agarosa, buffer TBE 1x, Gel red 10000x
Biotium, marcador de peso molecular 100 pb, buffer de carga 6x.

Equipos para electroforesis: Camara de electroforesis (Pharmacia Biotech Inc), cdmara

fotografica digital Canon power shot, Ultra cam digital Imaging (ultra lum),
transiluminador de luz UV (Vilbert Lourmat), fuente de poder Biorad Power-Pac 300.

Meétodo
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Aislamiento y caracterizacion morfoldgica

Aislamiento del agente fungoso asociado a plantas enfermas

Desde plantas de kiwi dorado cultivar Hort16A con sintomas tipicos de clorosis, marchitez
de hojas y muerte de brazos se colectaron trozos de madera, los cuales fueron desinfectados
y dispuestos en medio de cultivo APD e incubados a 25°C y oscuridad continua entre una y
dos semanas hasta la expresion del patogeno (Auger et al., 2009a; Auger et al., 2009b).

Identificacién del agente causal

La identificacion del patdgeno se realizo en base a las caracteristicas morfologicas (macro y
microscopicas) de las colonias de los aislados recuperados desde las plantas enfermas, tales
como: color de colonia, presencia o ausencia de hifas melanizadas, microesclerocios o
clamidosporas, fialides, conidias y conidiéforos. Los aislados recuperados fueron
identificados y mantenidos en medio de cultivo APD (Talboys, 1960; Isaac, 1967; Barnett y
Hunter, 1998; EPPO, 2007; Qin et al., 2008; Auger et al., 2009a; Auger et al., 2009b).

Prueba de patogenicidad

Inoculacién artificial

Para comprobar la patogenicidad del aislado, se realiz6 una inoculacion en raices de plantas
de kiwi dorado cultivar Hort16A de un afio de edad (tratamiento 1) injertadas sobre patron
del cultivar Hayward, para lo cual se efectuaron cortes en el extremo de las raices y
posteriormente se sumergieron por 30 minutos en una suspensién conidial de 10°
conidias'mL™" de V. albo-atrum (Mercado-Blanco et al., 2002; Pegg y Brady, 2002). Las
plantas testigos (tratamiento 2), en cambio fueron sumergidas por igual tiempo en agua
destilada estéril.

Aislamiento y cultivo del material fungico

Desde plantas de kiwi dorado cultivar Hort16A inoculadas con V. albo-atrum y con agua
destilada estéril, se colectaron trozos de madera provenientes de la raiz y del tallo, los
cuales fueron desinfectados y dispuestos en placas de Petri conteniendo medio de cultivo
AA, e incubados a 25°C y oscuridad continua entre una y dos semanas. Posteriormente en
medio APD se realizd el incremento del hongo.

Identificacion molecular
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Obtencidn de biomasa fungosa

Se realizd a partir de cultivos puros de V. albo-atrum recuperados desde las plantas
inoculadas con el patdgeno, de 7 dias de edad dispuestos en caldo glucosado e incubados a
20°C y luz continua. Una vez obtenida una adecuada masa fungica, se procedio a
centrifugar por 10 minutos a 3200 r.p.m y a congelar para su posterior liofilizacion durante
24 horas.

Extraccion de ADN desde micelio

La extraccion de ADN de las muestras liofilizadas se realizdo de acuerdo al protocolo
modificado de Volossiouk et al. (1995):

1. Se procedi6 a la molienda en un mortero de porcelana frio.

2. Se adicion6 300 pL de buffer fosfato y 300 puL de buffer de extraccion SDS y se
invirtio. Posteriormente se adiciond 300 pL de cloroformo alcohol isoamilico (24:1)
y se agito en un vortex.

3. Se transfirio el sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1,5 mL.

4. Se adicion6 acetato de amonio (7,5 M), invirtidé y centrifug6, transfiriéndose el
sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1,5 mL.

5. Se adicion6 600 uL de isopropanol frio, invirtié e incubd a temperatura ambiente.

6. Se descartd el sobrenadante, se agregd 1 mL de etanol (-20°C) y se descarto el
sobrenadante. Se seco el pellet y se resuspendio en 120 uL de agua destilada estéril.

Obtencidn y extraccion de ADN desde tejido vegetal

El ADN genémico fue obtenido desde el tejido vegetal de raices y tallos de plantas de kiwi
dorado cultivar Hort1 6A inoculadas con V. albo-atrum. Igual procedimiento se realizo para
las plantas testigo inoculadas con agua destilada estéril. A partir de 50 mg de tejido vegetal
y posterior liofilizacion durante 30 horas, se realiz6 la extraccion del ADN de las muestras
en base a solucion de extraccion CTAB, de acuerdo a la metodologia, con modificaciones,
descrita por Pérez-Artés et al. (2000); Masoud (2002); CIMMYT (2005) y Karajeh y
Masoud (2006):

1. Se procedi6 a la molienda del tejido liofilizado y posterior adicion de 1 mL de
buffer CTAB.

2. Se incubd por 60 minutos.

3. Seadiciond 1 mL de cloroformo: octanol (24:1) por 10 minutos.
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4. Se centrifug6 por 10 minutos.

5. Se removi6 el sobrenadante a un nuevo tubo.

6. Se adiciono 10 pl de RNasa y se incubd por 30 minutos.

7. Se adiciond y mezclo con 1 mL de isopropanol.

8. Se removid el sobrenadante y se seco el ADN a temperatura ambiente.

9. Se re-suspendi6 en 200 pl de buffer TE.

Amplificacion de ADN

En la amplificacion del espacio intergénico entre los genes 18S y 28S que codifican para
RNA ribosomal del micelio del hongo, se utilizo la técnica de PCR a través de una Unica
reaccion, utilizando los partidores especificos FVAL6/RVA basados en la region ITS1 e
ITS2 de V. albo-atrum (Zheng-Guang et al., 2005; Schall, 2008) que amplifican un
producto de PCR de aproximadamente 330 pb (Cuadro 1). Un aislado de V. albo-atrum
previamente caracterizado y secuenciado se utilizd como control positivo (Auger et al.,
2009a; Auger et al., 2009b) y un aislado de Botrytis cinerea Pers. fue utilizado como
control negativo.

Cuadro 1. Partidores para PCR y PCR anidado.

Partidores Secuencia (5" - 3") Autor
FVAL6  (5-CGGTACATCAGTCTCTTTATTC-3") Schall (2008)
RVA (5'-TCCGATGCGAGCTGTAAT-3') Schall (2008)

NESFI8S  (5-CTCATAACCCTTTGTGAACC-3')  Karajeh y Masoud (2006)
NESR28S  (5-CCGAGGTCAACCGTTGCCG-3)  Karajeh y Masoud (2006)

De acuerdo al programa utilizado en el termociclador, los ciclos de amplificacion del ADN
obtenido desde el micelio de V. albo-atrum consistieron en una Unica reaccion de
desnaturalizacién a 94°C por 5 minutos, seguido de una reaccion de alineacion de 35 ciclos
de 30 segundos cada una a 94, 66 y 72°C respectivamente, y una ultima reaccion de
extension a 72°C por 7 minutos (CIMMYT, 2005; Schall, 2008). Posteriormente el ADN
amplificado fue visualizado mediante una electroforesis en gel de agarosa 1,5% a 92 volts y
400 mA.

La amplificacion del ADN gendmico obtenido directamente desde tejido vegetal, se realizod
mediante la técnica de PCR anidado, utilizando en la primera reaccion los partidores de
Verticillium spp. NESF18S y NESR28S que amplifican un producto de PCR de



13

aproximadamente 450 pb (Karajeh y Masoud, 2006) (Cuadro 1) y en la segunda reaccion
de PCR los partidores especificos FVAL6/RVA para V. albo-atrum (Schall, 2008). ADN
purificado desde el micelio de V. albo-atrum fue utilizado como control positivo y ADN
recuperado desde el tejido vegetal de las plantas inoculadas con agua destilada estéril, se
utilizd6 como control negativo.

Los ciclos de amplificacion en la primera reaccion utilizando los partidores NESF18S y
NESR28S consistieron en una fase de desnaturalizacion a 94°C por 4 minutos, una fase de
alineacién de 35 ciclos de 1 minuto a 94, 56 y 72°C respectivamente y una ultima etapa de
extension a 72°C por 6 minutos. En la segunda reaccion de amplificacion con los partidores
especificos, los respectivos ciclos se sefialan a continuacion: 1 ciclo de 94°C por 4 minutos,
seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 94, 61 y 72°C respectivamente, un ciclo de 1 minuto a
94, 58 y 72°C y un ultimo ciclo de extension a 72°C por 6 minutos (Pérez-Artés et al.,
2000; CIMMYT, 2005; Karajeh y Masoud, 2006). Posteriormente el ADN amplificado fue
visualizado mediante una electroforesis en gel de agarosa 1% a 92 volts y 400 mA.

Comparacion entre V. albo-atrum y V. dahliae

Posteriormente el aislado recuperado, fue comparado morfolégicamente con un aislado de
V. dahliae de acuerdo a las caracteristicas ya descritas. Para realizar la correspondiente
evaluacion y diferenciacion de la morfologia de cada especie, se midi6 el largo y ancho de
50 conidias y fialides respectivamente (EPPO, 2007; Qin et al., 2008). El crecimiento de
cada especie se realizd en el medio de cultivo “Talboys” a 25°C y oscuridad continua
(Talboys, 1960).

Ademas, se evalud el comportamiento y respuesta de V. albo-atrum y V. dahliae a las
siguientes temperaturas: 5, 10, 15, 20, 25 y 30°C (Jabnoun-Khiareddine et al., 2006a; Qin
et al., 2008). A partir de cultivos con dos semanas de crecimiento a 25°C y oscuridad
continua, se realizo un repique, el que fue posteriormente dispuesto en placas de Petri con
medio de cultivo APD. El diametro de cada colonia fue medido cada dos dias durante
dieciocho dias y diez placas de cada especie fueron incubadas por cada temperatura (Qin et
al., 2008).

Disefio Experimental y Analisis Estadistico
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El disefio experimental correspondié a un disefio completamente al azar compuesto de dos
tratamientos (T1= plantas inoculadas y T2= plantas testigo). Se consideraron 20
repeticiones por cada tratamiento, siendo cada planta la unidad experimental.

Las plantas se evaluaron mediante un indice de severidad basado en el porcentaje de
marchitez foliar por planta, en donde: 0= sin sintomas, 1= marchitez <25%, 2= marchitez
>25%, 3= marchitez >50%, 4=marchitez >90% y 5= muerte de plantas (Happstadius et al.,
2003). El indice de severidad para cada tratamiento fue evaluado segtn la formula:

Indice Severidad: (0xNy) + (1XN;) + (2xN,) + (3xN3) + (4xN,) + (5%Ns)
No + Nj + Ny + N3 +Ny + Ns

Donde, N,,: nimero de plantas de cada categoria.

Los resultados obtenidos a través de las evaluaciones realizadas para determinar el indice
de severidad fueron analizados mediante un anélisis de varianza. Ademads se analiz6 el
comportamiento de V. albo-atrum y V. dahliae a diferentes temperaturas (5 a 30°C),
considerando 10 repeticiones por temperatura y especie. Los resultados fueron analizados
con el software Minitab release v.13 a través de un andlisis de varianza y sometidos a la
prueba de comparacion multiple de SNK.

RESULTADOS Y DISCUSION



15

Aislamiento e identificacion

El aislado recuperado desde las plantas de kiwi dorado cultivar Hort16A e identificado por
medio de las caracteristicas morfoldgicas y de cultivo, correspondi6 a Verticillium albo-
atrum (Talboys, 1960; Isaac, 1967; Pegg y Brady, 2002; EPPO, 2007; Auger et al., 2009a;
Auger et al., 2009b). Presentdo hifas melanizadas y ausencia de microesclerocios y
presencia de colonias de color que variaron de blanco a gris. Las conidias fueron de forma
irregular con un tamafio promedio de 4,4 x 2,44 pm, conidioforos verticilados con 3 a 4
fialides de tamano promedio de 30,10 x 2,26 um y una longitud promedio de 60 pum
aproximadamente por conididforo (Figura 1).

Prueba de patogenicidad

Las plantas inoculadas con V. albo-atrum manifestaron clorosis, marchitez, necrosis foliar
y/o muerte, similares a los sintomas observados en plantas afectadas por Verticillium spp.
(Fradin y Thommas, 2006; EPPO, 2007).

La sintomatologia ocasionada por V. albo-atrum se evalu6 a los 60 dias post-inoculacion
mediante un indice de severidad en una escala arbitraria de 0 a 5, segun los sintomas de
marchitez y/o muerte de plantas (Happstadius et al., 2003; Jabnoun-Khiareddine et al.,
2006a). El valor promedio del indice de severidad para las 20 plantas en el tratamiento 1
(plantas inoculadas) fue igual a 3,2; lo cual indica un valor mayor al 50% de marchitez por
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planta, en cambio en las plantas testigo el valor promedio del indice de severidad fue de
0,5, lo que equivale a una marchitez menor al 25% o ausencia de sintomas, lo cual puede
observarse en la Figura 2b.

| v

Figura 2. a) Plantas inoculadas con V. albo atrum; b) planta sumergidas en agua
destilada estéril.

Al analizar los promedios de los indices de severidad por tratamiento y al realizar un
analisis de varianza entre ambos tratamientos, se observaron diferencias significativas
(p<0,05), comprobandose de esta forma, un efecto directo de V. albo-atrum sobre la
sintomatologia de las plantas de kiwi dorado cultivar Hort16A.

Recuperacion e identificacion del patégeno

Al recuperar el patdgeno en medio de cultivo AA, se comprobd la presencia de V. albo-
atrum en las plantas inoculadas y sintomaticas, recuperandose en 16 de las 20 plantas
inoculadas. Las restantes 4 plantas correspondieron a plantas muertas. En las plantas
inoculadas con agua destilada estéril no se recuper6 a V. albo-atrum. Los aislados
recuperados desde las plantas de kiwi dorado cultivar Hortl16A presentaron idénticas
caracteristicas morfologicas (macro y microscopicas) que el aislado de V. albo-atrum
previamente inoculado (Talboys, 1960; Isaac, 1967; Pegg y Brady, 2002; EPPO, 2007;
Auger et al., 2009a; Auger et al., 2009b).
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Identificacion molecular

A partir del ADN obtenido desde el micelio de V. albo-atrum, recuperado desde las plantas
inoculadas con el patégeno y mediante una unica reaccion de PCR utilizando los partidores
especificos FVAL6/RVA, se amplificé un fragmento de aproximadamente 330 pares de
bases (pb) en las muestras analizadas. Un fragmento de igual tamafno se obtuvo al
amplificar el ADN del micelio del control positivo de V. albo-atrum. A través de la misma
reaccion de PCR del ADN extraido del micelio de Botrytis cinerea no se obtuvo
amplificacion (Figura 3).

Figura 3. Fragmento amplificado del ADN miceliar de V. albo-atrum
utilizando los partidores especificos de la region ITS del ADN ribosomal del
hongo (M= marcador; C'= control negativo Botrytis cinerea; C'= control
positivo V. albo-atrum de aproximadamente 330 pb; muestras 1 a 5: ADN
amplificado del micelio de V. albo-atrum).

La amplificacion del ADN gendmico obtenido desde el tejido vegetal de las plantas de kiwi
dorado cultivar Hort16A inoculadas con V. albo-atrum, se realizd a través de una doble
reaccion de PCR anidado. En la primera reaccion, utilizando los partidores para
Verticillium spp. NESF18S y NESR28S, se obtuvo un producto de PCR de
aproximadamente 450 pb y en la segunda reaccion de PCR mediante los partidores
especificos FVAL6/RVA para V. albo-atrum, se amplifico un fragmento de
aproximadamente 330 pb. En las plantas sumergidas en agua destilada estéril
correspondientes al control negativo, no se recuper6d a V. albo-atrum, por lo tanto no se
obtuvo amplificacion alguna (Figura 4).
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Figura 4. Fragmento amplificado del ADN genomico de V. albo-atrum obtenido
directamente desde tejido vegetal: (M: marcador de peso molecular; C: ADN recuperado
desde plantas inoculadas con agua destilada estéril; C*: ADN purificado desde micelio de
V. albo-atrum; muestras 1-3, 5-7, 9-11: productos de la segunda amplificacion de ADN
extraido desde plantas inoculadas con V. albo-atrum con los partidores FVAL6/RVA; N1
a NS5: producto de la primera amplificacion de ADN con los partidores
NESF18S/NESR28S.

De acuerdo al rango de hospederos, V. albo-atrum se clasifica en dos grupos: grupo de
aislados que afectan la alfalfa (grupo lucerne: L) y aislados que no afectan la alfalfa (grupo
no lucerne: NL) (Radisek et al., 2003). En base a la amplificacion y secuenciacion de la
zona de transcripcion interna del espacio intergénico entre los genes 18S y 28S que
codifican para el RNA ribosomal mediante los partidores ITS1 e ITS4, existe un alto grado
de homologia (98% de identidad) en las secuencias de las bases nucleotidicas de un
fragmento de ADN entre el aislado recuperado desde las plantas de kiwi dorado cultivar
Hort16A y el aislado de V. albo-atrum asociado al grupo Lucerne: L (NCBI acceso
N°108476) (Auger et al., 2009a; Auger et al., 2009b).

Zheng-Guang et al. (2005) al utilizar los partidores especificos VAA1 y VAA2 de la region
ITS lograron amplificar una banda simple de 330 pb para detectar a V. albo-atrum en
plantas enfermas y en suelo contaminado con el patdégeno. Por su parte Kareem Al-Taae y
Hazim Al-Taae (2010) utilizando el partidor FVA correspondiente a la region ITS1 de V.
albo-atrum amplifican una zona de 337 pb. Carder y Barbara (1999) en aislados de V. albo-
atrum recuperados desde lupulo utilizando diferentes partidores de la region ITS,
obtuvieron la amplificacion de fragmentos variables entre los 230 y 350 pares de bases,
mientras que Collin et al. (2003) utilizando partidores de la region ITS1 e ITS2,
amplificaron sélo un segmento de 452 pb en aislados de alfalfa y lapulo respectivamente.
En olivo, al utilizar los partidores NESF y NESR para Verticillium spp. Karajeh y Masoud
(2006) y Kareem Al-Taae y Hazim Al-Taae (2010) obtuvieron un producto PCR de 480 pb.

De acuerdo a los resultados obtenidos a través de la amplificacion del ADN gendmico del
micelio del hongo y del ADN genomico extraido directamente desde tejido vegetal y de la
caracterizacion morfologica, se confirmo la identidad de V. albo-atrum recuperado desde
las plantas inoculadas de kiwi dorado cultivar Hort16A.
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Comparacion entre V. albo-atrum y V. dahliae

Diferencias morfoldgicas

La caracterizacion y diferenciacion de V. albo-atrum de V. dahliae se realiz6 en base a las
caracteristicas morfologicas y de cultivo descritas para ambas especies, permitiendo asi
distinguir mediante observaciones (micro y macroscopicas) una especie de otra (Talboys,
1960; Isaac, 1967; Jabnoun-Khiareddine et al., 2006a; Jabnoun-Khiareddine et al., 2006b).
Las principales diferencias morfoldgicas entre ambas especies se presentan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas morfologicas de V. albo-atrum y V. dahliae.

Caracteristica - Especie - .
Verticillium albo-atrum Verticillium dahliae
Color de colonia blanca a gris blanca a negra
Estructura dormante hifas melanizadas microesclerocios
Tamafo conidia (pum) 1,5-9,0 x 1,0-4,5 1,5-7,5 x 1,0-3,0
Tamaio fialide (um) 15-62,5 x 1,0-2,5 12,5-55 x 0,5-2,5
Numero de fialides 3a4 3as

La principal diferencia morfoldgica que permite distinguir entre una especie y otra, es la
estructura dormante que presentan, siendo para V. albo-atrum la presencia de hifas
melanizadas y de microesclerocios en el caso de V. dahliae. A través del crecimiento en el
medio de cultivo “Talboys” (Talboys, 1960), se diferencié macroscopicamente ambas
especies mediante el color y forma de la colonia. Como se observa en la Figura 5, la
colonia de V. albo-atrum al iniciar su crecimiento es de color blanco y a medida que
envejece cambia a color gris, en cambio la de V. dahliae cambia a negro.

Figura 5. a) V. albo-atrum; b) V. dahliae
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Tamarfio de conidias

De acuerdo a los resultados obtenidos en la medicion del largo y ancho promedio de
conidias de ambas especies, V. albo-atrum presentdé un tamafio de conidias (largo por
ancho) que vari6 entre 1,5 a 9,0 por 1,0 a 4,5 um, con un promedio de 4,4 X 2,44 um. El
tamafio conidial de V. dahliae fue de 1,5 a 7,5 por 1,0 a 3,0 pum con un promedio de 4,2 x
1,8 um (Figura 6). Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los publicados
por Kim et al. (2001) y EPPO (2007) (3,5-12,5 x 2-4 en V. albo-atrum y 2,5-8 x 1,4-3,2 en
V. dahliae), utilizando aislados de V. albo-atrum recuperados desde lupulo y tomate, y a los
descritos por Pegg y Brady (2002) para V. albo-atrum y V. dahliae (medidas entre 3,5-7 x
1,8-2,6 a5-13 x 1,8-2,5y 3-5 x 1,3-2 a 4-6 x 1,8-2 respectivamente).

Promedio (um)

Ancho

Medicion

V. albo-arrum WV. dahlice

Figura 6. Largo y ancho promedio de conidias de V. albo-atrum y V. dahliae.

Tamarfio de fialides

El tamafio de las fialides de V. albo-atrum vari6 entre 15 a 62,5 por 1,0 a 2,5 um con un
promedio de 30,10 x 2,26 um. En cambio las fialides de V. dahliae presentaron medidas
fluctuantes entre 12,5 a 55 por 0,5 a 2,5 pm y un promedio de 28,0 x 2,18 um (Figura 7).
De acuerdo a los resultados de los estudios publicados por Kim et al. (2001) y EPPO
(2007) con aislados de Verticillium spp. recuperados desde tomate y lapulo, se pudieron
observar similares rangos de medidas (14-26 x 1-2,5 y 20-50 x 1,4-3,2 en V. albo-atrum y
de 16-35 x 1-2.5 en V. dahliae) con los observados en el presente estudio.

Otras caracteristicas que presentaron ambas especies, correspondieron al niimero de fialides
por conidioforo. V. albo-atrum presentd generalmente entre 3 a 4 fialides, en cambio V.
dahliae entre 3 y 5 fialides.
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Figura 7. Largo y ancho promedio de fialides de V. albo-atrum y de V. dahliae.

Efecto de la temperatura

Las evaluaciones del crecimiento de V. albo-atrum y de V. dahliae entre 5, 10, 15, 20,25y
30°C, permitieron determinar las temperaturas criticas y 0ptimas de crecimiento para cada
especie.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las mediciones durante 18 dias se pudo concluir
que para V. albo-atrum el menor crecimiento de la colonia se registro a 5y 30°C (18,1 y
3,9 mm, respectivamente), no asi a temperaturas entre 10 y 25°C, donde se produjo la
mayor tasa de crecimiento, concluyendo que la temperatura 6ptima de crecimiento de V.
albo-atrum fue a 20°C (49,6 mm a los 18 dias) (Figura 8). Los resultados evidenciaron
notorias diferencias en el diametro final de cada colonia al ser expuesta a las diferentes
temperaturas.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Jabnoun-Khiareddine et al. (2006a) y
Jabnoun-Khiareddine et al. (2006b) con aislados de tomate y berenjena, en donde la
temperatura ideal para el crecimiento del patogeno fue a 20°C. En cambio, Basu y Butler
(1991) y Qin et al. (2008) trabajando con aislados de V. albo-atrum recuperados desde
alfalfa, encontraron que el mayor crecimiento de V. albo-atrum ocurrié a 25°C. Jabnoun-
Khiareddine et al. (2006a) y Jabnoun-Khiareddine et al. (2006b) obtuvieron que el menor
crecimiento de V. albo-atrum se producia a 5°C, el cual difiere con los resultados obtenidos
en este trabajo, en donde el menor crecimiento se registr6 a 30°C.
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Figura 8. Crecimiento promedio de V. albo-atrum a temperaturas entre 5 y 30°C durante
18 dias.

En V. dahliae, al igual que en V. albo-atrum, el menor crecimiento se presentd a 5 y 30°C
(12,2 y 16,3 mm respectivamente), moderado crecimiento a 10°C y un incremento en el
diametro de la colonia a partir de los 15°C, observandose que el mayor crecimiento se
presenté entre los 20 y 25°C. Sin embargo, a diferencia de V. albo-atrum el mayor
crecimiento de V. dahliae se obtuvo a 25°C (54 mm al dia 18) (Figura 9).

En estudios efectuados con aislados de V. dahliae de alcachofa (Cynara scolymus L.) y de
lechuga (Lactuca sativa L.), se determin6 que a 25°C se producia el mayor crecimiento de
la colonia (Qin et al., 2008). Estudios realizados por (Jabnoun-Khiareddine et al., 2006a;
Jabnoun-Khiareddine et al., 2006b) en cultivos de papa, tomate y berenjena sostienen que
el menor y mayor crecimiento se obtiene a 0 y 20° respectivamente. Estos resultados
indicarian variaciones en la temperatura optima de crecimiento tanto de V. albo-atrum
como de V. dahliae segun el hospedero afectado.
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Crecimiento (mm)

Figura 9. Crecimiento promedio de V. dahliae a temperaturas entre 5 y 30°C durante 18
dias.

En la Figura 10 se puede observar que al cabo de 18 dias V. albo-atrum presenta el menor
crecimiento a 30°C (3,9 mm) y V. dahliae a 5°C (12,2 mm). V. albo-atrum present6 el
mayor crecimiento a 20°C (49,6 mm), en cambio V. dahliae a 25°C (54,0 mm) alcanza su
temperatura optima. Kim et al. (2001), Jabnoun-Khiareddine et al. (2006a) y Jabnoun-
Khiareddine et al. (2006b), detallan que la temperatura ideal de ambas especies se
encuentra entre los 20 y 25°C respectivamente, y que a temperaturas extremas existe una
disminucion en la actividad de ambos patogenos, lo cual se observa en el presente trabajo.
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Figura 10. Crecimiento promedio de V. albo-atrum y V. dahliae a temperaturas entre 5 y
30°C durante 18 dias.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio:

- Se comprobo la patogenicidad de V. albo-atrum, recuperando el hongo inoculado
desde las plantas de kiwi dorado cultivar Hort16A con sintomas de marchitez y
decaimiento.

- Se identifico a V. albo-atrum mediante caracterizacion morfologica y a través de la
amplificacion del espacio intergénico entre los genes 18S y 28S que codifican para
el RNA ribosomal del micelio del hongo.

- Mediante la técnica de PCR anidado se detecto la presencia de V. albo-atrum en
tejido vegetal de tallo y raices de kiwi dorado cultivar Hort16A con sintomas de
marchitez y decaimiento.

- De acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas y a la temperatura optima de
crecimiento, fue posible distinguir a V. albo-atrum de V. dahliae.
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APENDICES

Cuadro 3. Valores promedios de conidias (largo y ancho) por especie.

V. albo-atrum / V. dahliae

V. albo-atrum / V. dahliae

Conidia N° Conidia N°

Largo um Ancho pm Largo um Ancho pm

1 7,5 5,0 3,5 2,5 26 3,8 3,8 2,0 1,3
2 4,5 5,5 2,5 1,3 27 1,5 6,3 1,5 1,3
3 7,5 5,0 2,5 1,3 28 3,0 3,8 2,5 2,5
4 4,0 2,5 2,5 1,3 29 2,5 5,0 2,5 2,5
5 6,3 5,0 3,0 2,5 30 6,3 5,0 2,5 2,5
6 5,0 2,5 2,5 1,3 31 3,0 5,0 2,5 2,5
7 6,0 3,0 3,0 1,3 32 5,0 7,5 2,5 3,0
8 5,0 7,5 2,5 2,5 33 4,5 5,0 2,5 2,5
9 2,5 6,3 1,5 2,5 34 7,5 5,0 2,5 1,3
10 5,0 5,0 2,5 2,5 35 8.8 3,8 2,5 1,3
11 7,5 5,0 3,8 2,5 36 4,5 5,0 2,5 1,3
12 2,5 1,3 2,5 1,3 37 4,5 5,0 2,5 1,3
13 3,8 4,5 2,5 2,5 38 2,5 2,5 2,5 2,5
14 2,0 3,8 1,0 2,5 39 2,5 5,0 1,5 1,3
15 3,8 5,0 2,5 1,3 40 5,0 5,0 4,5 1,3
16 2,5 2,5 1,3 1,3 41 5,0 3,8 2,5 2,5
17 2,5 5,0 1,0 1,0 42 4,5 3,8 2,5 2,5
18 3,8 5,5 2,5 2,5 43 5,0 3,8 2,0 1,3
19 3,8 3,8 2,5 1,3 44 7,5 3,8 2,5 1,0
20 5,0 5,0 2,5 1,3 45 2,5 2,5 2,5 1,3
21 5,5 1,3 3,0 1,3 46 2,5 3,8 2,5 1,3
22 5,0 5,0 3,0 1,3 47 5,0 5,0 2,5 1,3
23 2,5 1,3 1,3 1,3 48 5,0 2,5 2,5 2,5
24 3,0 3,0 2,0 1,3 49 6,3 2,5 2,5 2,5
25 5,0 2,5 3,0 2,5 50 2,5 5,0 2,5 2,5
Promedio 4,5 4,1 2,4 1,7
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Cuadro 4. Valores promedios de fialides (largo y ancho) por especie.

- V. albo-atrum / V. dahliae . V. albo-atrum / V. dahliae
Fialide N° Fialide N°

Largo um Ancho pm Largo um Ancho pm
1 62,5 550 25 25 26 52,5 30,0 2,5 25
2 25,0 275 2,5 25 27 32,5 30,0 2,5 25
3 22,5 20,0 25 13 28 22,5 12,5 1,3 1,3
4 17,5 17,5 25 25 29 22,5 45,0 25 25
5 32,5 15,0 25 25 30 25,0 15,0 25 13
6 25,0 450 2,5 25 31 20,0 375 1,3 25
7 27,5 20,0 2,5 25 32 37,5 17,5 2,5 1,3
8 25,0 40,0 2,5 25 33 20,0 125 1,3 1,3
9 27,5 45,0 25 25 34 22,5 12,5 25 13
10 32,5 12,5 25 25 35 17,5 15,0 1,3 1,3
11 37,5 30,0 2,5 25 36 22,5 150 2,5 1,3
12 50,0 30,0 2,5 25 37 30,0 20,0 2,5 25
13 30,0 25,0 25 13 38 32,5 25,0 25 25
14 35,0 25,0 25 25 39 25,0 35,0 1,3 25
15 15,0 20,0 1,3 2,5 40 30,0 50,0 25 25
16 27,5 20,0 2,5 25 41 27,5 250 2,5 25
17 35,0 125 25 1.3 42 25,0 20,0 2,5 25
18 25,0 50,0 25 25 43 40,0 37,5 25 25
19 20,0 12,5 1,3 1,3 44 27,5 35,0 05 25
20 32,5 25,0 25 25 45 40,0 22,5 25 25
21 27,5 30,0 2,5 25 46 30,0 550 25 25
22 32,5 30,0 2,5 25 47 20,0 30,0 1,3 25
23 35,0 47,5 25 25 48 32,5 15,0 25 13
24 45,0 17,5 25 13 49 32,5 55,0 25 25
25 35,0 30,0 2,5 25 50 35,0 30,0 2,5 25

Promedio 30,1 28,0 23 272
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Cuadro 5. Temperaturas promedios en V. albo-atrum.
Temperaturas promedio

Tiempo (dias)

5 10 15 20 25 30
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 1,7 2,1 4,1 3,5 0,0
4 2,0 5,3 10,1 11,0 10,3 0,0
6 4,0 8,8 14,8 17,0 15,9 0,8
8 6,4 11,7 20,5 234 21,7 1,2
10 8,4 15,3 24,8 29,2 27,5 1,6
12 11,1 18,2 29,0 33,7 31,5 2,1
14 13,4 214 32,2 38,9 35,6 2,8
16 15,8 234 35,5 44,6 39,7 3,4
18 18,1 27,0 38,2 49,6 44,3 3,9

Cuadro 6. Temperaturas promedios de V. dahliae durante 18 dias.
Temperaturas promedio V. dahliae

Tiempo (dias) 5 10 15 20 25 30
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
2 0.0 2.8 43 43 5.1 43
4 0.0 4.6 7.4 9.9 12,5 6.0
6 1.9 7.5 14,5 17.9 19.2 7.0
8 3.6 10,2 22.0 24.6 27.1 8.4
10 5.0 14.1 272 30.9 337 10,6
12 6.2 16,5 311 37.1 38.9 122
14 7.7 19.1 34.7 41.9 442 13.9
16 10,1 215 38.2 472 492 152
18 122 247 4223 515 54.0 16,3

Cuadro 7. Promedio, desviacion estandar y comparacion multiple SNK de V. albo-atrum
y V. dahliae a temperaturas entre los 5 y 30°C.

Promedio Desv. Estandar

L P SNK'
V. albo-atrum V. dahliae V. albo-atrum V. dahliae
5 18,050 12,150 0,832 1,780 0,000 a b
10 26,950 24,700 1,141 1,378 0,001 a b
15 38,200 42,250 1,317 2,850 0,001 b a
20 49,550 51,500 3,586 5,126 0,337 a a
25 44,300 54,000 6,726 6,325 0,004 b a
30 3,900 16,250 0,394 2,850 0,000 b a
! Letras distintas entre categorias sefialan diferencias estadisticamente significativas seglin prueba de comparacion multiple de SNK (p <

0,05).
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Cuadro 8. indice de severidad por tratamiento al dia 60.

Planta N° Tratamiento 1 (inoculadas) Tratamiento 2 (testigo)
1 3 0
2 2 1
3 3 0
4 2 1
5 5 0
6 4 1
7 3 1
8 4 1
9 4 1
10 4 0
11 3 0
12 3 1
13 4 0
14 4 1
15 3 1
16 3 0
17 2 0
18 1 1
19 3 0
20 4 0

Promedio 3,2 0,5

Cuadro 9. Analisis ANDEVA y comparacién miltiple SNK de Indice de severidad.

Tratamiento Promedio Desv. Est P SNK
1 32 0,9515 a
2 0,5 0,5130 0,000 b




